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論 文 題 目
Protein kinase A catalytic subunit alters cardiac mitochondrial redox state and membrane potential via the forma-
tion of reactive oxygen species




βアドレナリン刺激は、細胞内セカンドメッセンジャーであるcyclic AMP依存性protein kinase A （PKA）
を介して、細胞内の機能性蛋白をリン酸化することで生物活性を発揮する。最近、ミトコンドリア膜上





を用い、PKAcatalytic subunit （PKAcat; 50 unit/ml） を投与時のミトコンドリア代謝の変化を、（1） ミトコン
ドリア酸化還元状態はflavin adenine dinucleotide （FAD） の自家蛍光、（2） ミトコンドリア膜電位は蛍光色
素tetramethylrhodamine ethyl ester （TMRE: 20 nmol/L） の蛍光強度、（3） 活性酸素種の産生は蛍光色素2'7'-
dichlorofluorescin diacetate （DCF: 10 µmol/L） の蛍光強度を測定することで観察した。
〔結果〕
（1） PKAcat （50 unit/ml） によりFAD自家蛍光はコントロールの56.6 ± 7.9 % （P<0.01） 上昇し、その効果
はPKAcatの抑制薬 （PKI; 20 µmol/L） の同時投与により抑制された。PKAcat によるFAD自家蛍光の上昇効
果は細胞質のCa2+の有無に影響されなかった。（2） PKAcat （50 unit/ml） によりTMRE蛍光はコントロール
の48.1 ± 9.5 % （P<0.01） にまで低下したことより、ミトコンドリア膜電位が脱分極したことが示された。
その効果はPKI （20 µmol/L） の同時投与により抑制された。PKAcatによるTMRE蛍光の減少効果は細胞質
のCa2+の有無に影響されなかった。（3） PKAcat （50 unit/ml） によりDCF蛍光はコントロールの10.5 ± 3.3倍
（P<0.01） に上昇した。活性酸素種のスカベンジャーであるTrolox （100 µmol/L） の同時投与はPKAcatによ
るDCFの上昇を抑制した。（4） PKAcatによるFAD自家蛍光の上昇およびTMREの低下は、Trolox （100 µmol/
L） の同時投与により抑制された。（5） PKAcatによるTMRE低下は、ミトコンドリア内膜に存在するinner
membrane anion channel （IMAC） の抑制薬である4,4'-diisothiocyanatostilbene-2,2'-disulfonic acid （DIDS: 1 µmol/



































論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨
　βアドレナリン受容体刺激は、cyclic AMP依存性protein kinase A （PKA） を介して、細胞内の機能性蛋
白をリン酸化することで生物活性を発揮することが知られている。ところが最近、ミトコンドリア膜上







験を行った。共焦点レーザー顕微鏡を用い、PKA catalytic subunit （PKAcat; 50 unit/ml） を投与時のミトコ
ンドリア代謝の変化を、（1） ミトコンドリア酸化還元状態はflavin adenine dinucleotide （FAD） の自家蛍光、
（2） ミトコンドリア膜電位は蛍光色素tetramethylrhodamine ethyl ester （TMRE: 20 nmol/L） の蛍光強度、（3）
活性酸素種の産生は蛍光色素2’7’-dichlorofluorescin diacetate （DCF: 10 µmol/L） の蛍光強度を測定するこ
とで観察した。
（1） PKA catalytic subunit （PKAcat; 50 unit/ml） によりFAD自家蛍光はコントロールの56.6 ± 7.9 % （P<0.01）
上昇し、その効果はPKAcatの抑制薬 （PKI; 20 µmol/L） の同時投与により抑制された。PKAcat によるFAD
自家蛍光の上昇効果は細胞質のCa2+の有無に影響されなかった。（2） PKAcat （50 unit/ml） によりTMRE蛍
光はコントロールの48.1 ± 9.5 % （P<0.01） にまで低下したことより、ミトコンドリア膜電位が脱分極し
たことが示された。その効果はPKI （20 µmol/L） の同時投与により抑制された。PKAcatによるTMRE蛍光
の減少効果は細胞質のCa2+の有無に影響されなかった。（3） PKAcat （50 unit/ml） によりDCF蛍光はコント
ロールの10.5 ± 3.3倍 （P<0.01） に上昇した。活性酸素種のスカベンジャーであるTrolox （100 µmol/L） の
同時投与はPKAcatによるDCFの上昇を抑制した。（4） PKAcatによるFAD自家蛍光の上昇およびTMREの低
下は、Trolox （100 µmol/L） の同時投与により抑制された。（5） PKAcatによるTMRE低下は、ミトコンドリ
ア内膜に存在するinner membrane anion channel （IMAC） の抑制薬である4,4’–diisothiocyanatostilbene-2,2’-
disulfonic acid （DIDS: 1 µmol/L）で抑制されたが、ミトコンドリア膜透過性遷移孔の抑制薬であるcyclosporin

























14）exchange protein directly activated by cAMP （EPAC）の作用は全く考慮しなくてもよいのか
　これらの質問に対し申請者の解答は適切であり、問題点も十分理解しており、博士（医学）の学位論文
にふさわしいと審査員全員一致で評価した。
　　論文審査担当者　　主査　福　田　敦　夫
　　　　　　　　　　　副査　梅　村　和　夫　　副査　最　上　秀　夫
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